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© Mittel zur Herstellung und/oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke, insbesondere Wein Oder Schaumwein, 
sowie dessen Verwendungen 

® Die Erfindung beschreibt ein Mittel zur Herstellung 
und/oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke, insbe- 
sondere Wein oder Schaumwein, das aus Mikrokapseln 
besteht, die jeweils eine das Kapselinnere vollstandig um- 
schlieRende Hullmembran aufweisen. Das Kapselinnere 
weist Zellen mindestens einer Spezies von Mikroorganis- 
men, wie Hefen oder Milchsaurebakterien, und/oder ein 
oder mehrere Enzyme auf. Die Aufgabe der Erfindung, 
Mikrokapseln bereitzustellen, die die Zellen bzw. Enzyme 
dauerhaft immobilisiert, bei denen die Durchlassigkeit 
und die mechanische Stabilitat der Hullmembran gezielt 
einstellbar sind, und bei denen der Inhalt der Mikrokap- 
seln verflussigbar ist, wird dadruch geldst, dalS die Hull- 
membran mindestens zwei radial ubereinander angeord- 
■ nete Schichten aufweist. Jede Schicht umschlieSt alle ra- 

Cdial darunter angeordnete Schichten vollstandig. 
Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung des Mit- 
tels zur Herstellung von Bier und niedermolekularen Alko- 
holen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Mittel zur Herstellung und/oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke, insbeson- 
dere Wein oder Schaumwein, gemaB des Oberbegriffs des Hautpanspruchs sowie auf dessen Verwendungen. 
5 Bei der Herstellung von alkoholhaltigen Getranken, insbesondere von Wein oder Schaumwein, werden unterschiedli- 
che Spezies von Mikroorganismen, insbesondere Hefen zur alkoholischen Garung, eingesetzt. Zur Optimierung der Er- 
gebnisse werden dem Produkt oder Vorstufen davon weitere Spezies von Mikroorganismen und Enzyme zugesetzt. So 
dienen beispielsweise Milchsaurebakterien dem Abbau von Apfelsaure und Pektinasen der Beschleunigung der Mostkla- 
rung. 

10 Der ProzeB der alkoholischen Garung kann durch MaBnahmen, wie rasches Abkuhlen, Zusatz von Schwefeldioxid 
oder Filtration, unterbrochen werden. Diese Verfahren zur Inaktivierung der Hefen sind jedoch aufwendig, nur ungenau 
steuerbar und kbnnen die Qualitat des Produktes beeintrachtigen. Damit gestaltet sich auch ein zeitlich versetzter Einsatz 
unterschiedlicher Spezies von Hefen als aufwendig. 

Nach der Behandlung beispielsweise eines Weines mit Milchsaurebakterien zur Reduzierung des Sauregehaltes miis- 

15 sen die zugesetzten Mikroorganismen abgetrennt werden, was bei den vergleichsweise kleinen Milchsaurebakterien iiber 
Membranfiltration stattfindet. Jedoch ist hierbei eine vollstandige Entfemung der Mikroorganismen nicht immer gewahr- 
leistet. Im Wein verbliebene Milchsaurebakterien konnen Glucose zu Essigsaure umwandeln und so den Wein verderben. 

Enzyme, wie Proteasen zum Abbau von Peptiden und Proteinen, werden dem Produkt oder \brstufen hiervon in flus- 
siger Form zugesetzt. Die Inaktivierung von Enzymen erfolgt in der Regel durch Erhitzen, womit eine Beeintrachtigung 

20 des Produktes einhergehen kann sowie eine Wiederverwertung der zum Teil teuren Enzyme ausscheidet. 

Es sind Mittel zur Flaschengarung bei der Schaumweinherstellung bekannt, die aus in Alginat-Kugelchen immobili- 
sierten Hefen bestehen (G. Troost et. al., Sekt, Schaumwein, Perl wein, Stuttgart 1995 sowie DE 39 08 997 Al). Hiermit 
konnte das zeitaufwendige manuelle Abriitteln des feinen Hefedepots durch das rasche Absinken der Alginat-Kugelchen 
in der Sektflasche ersetzt werden. Nachteilig solcher Mittel, bei denen die Kugelchen nicht von einer zellenfieien Hiill- 

25 membran umgeben sind, ist jedoch, daB sie keine hohe mechanische Stabilitat aufweisen und ein Auswachsen, insbeson- 
dere relativ kleiner Mikroorganismen, nicht ausreichend verhindern kbnnen, womit nach der Abtrennung der Kugelchen 
Mikroorganismen im Produkt zuriickbleiben konnen. Eine Mehrfachverwendung solcher Mittel ist damit nur schwer rea- 
lisierbar. Weiterhin sind Enzyme aufgrund inner geringen GroBe in solchen Alginat-Kugelchen in der Regel nicht immo- 
bilisierbar. 

30 In der US 4,996,150 wird ein Verfahren zur Mikroverkapselung von Biokatalysatoren, vorzugsweise Hefen, sowie de- 
ren Verwendung zur kontinuierlichen Herstellung von Ethanol beschrieben. Die Biokatalysatoren sind in einer Matrix 
aus einem anionischen Polysaccharid und einem kationischen Polymer enthalten. Auch hier weisen die Mikrokapseln 
keine zellenfreie Hiillmembran auf, so daB ein Auswachsen von Hefen nicht ausreichend verhindert werden kann. Dar- 
iiber hinaus ist eine ausreichend sichere Immobilisierung kleinerer Biokatalysatoren, wie Enzyme, kaum moglich. 

35 Die US 4,659,662 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung alkoholischer Getranke oder Bioalkohol unter Verwen- 
dung yon Hefen enthaltenden Mikrokapseln. Die Hefen konnen in einem Matrixmaterial eingebettet sein, daB zusatzlich 
yon einer Hullmembran umgeben ist, die jedoch gleich dem Matrixmaterial ist. Als Beispiel werden in Calcium- Alginat 
irnmobilisierte Hefen genannt. Die Hullmembran besteht jedoch nur aus einer Schicht und ist zudem von Zellen durch- 
setzt, d. h. nicht zellenfrei. Daher kann ein Auswachsen der Hefen nicht ausreichend verhindert werden und eine ausrei- 

40 chend langzeitstabile Immobilisierung von Enzymen ist kaum moglich. 

Die DE 34 32 923 C2 betrifft Biokatalysatoren mit irnmobilisierten Zellen, die von einer einschichtigen, zellenfreien 
Hullmembran umgeben sind. Die das Kapselinnere umschlieBende und fur die Zellen nicht durchlassige Hullmembran 
kann aus einem ionisch oder kovalent vemetzten Gel bestehen. 

Als Verwendungsbeispiel wird die Sektherstellung angefuhrt. Vorzugsweise besteht die Hullmembran aus der selben 

45 Substanz wie das Matrixmaterial im Kapselinneren. Hierzu werden das Veraetzungsmittel, beispielsweise Calcium-Io- 
nen, im UberschuB enthaltende Kugelchen, hier aus Calciumalginat, nochmals in eine zellenfreie, die Hullmembran bil- 
dende Substanz, hier Alginat-Losung, gegeben. Von Nachteil hierbei ist, daB eine Verflussigung des Kapselinhalts ohne 
ein Auflosen der Hullmembran nicht moglich ist. Insbesondere bei Enzymen ermoglicht jedoch ein verfliissigtes Kapsel- 
inneres den Erhalt der natiirlichen Konformation und damit der Aktivitat des Enzyms. Dariiber hinaus lassen sich mit sol- 

50 chen Hiillmembranen die Anforderungen, wie gezielte Einstellbarkeit der Durchlassigkeit und eine ausreichend hohe 
mechanische Stabihtat, kaum erreichen. 

Die Aufgabe der Erfindung liegt darin, ein Mittel zur Herstellung und/oder Behandlung von alkoholischen Getranken, 
insbesondere Wein oder Schaumwein, gemaB des OberbegrifTs des Hauptanspruchs zur Verfugung zu stellen, bei dem die 
Zellen bzw. Enzyme dauerhaft immobilisiert sind, bei dem die Durchlassigkeit und die mechanische Stabilitat der Hull- 

55 membran gezielt einstellbar sind, und bei dem der Inhalt der Mikrokapseln verflussigbar ist. 

Weiterhin liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, Verwendungen des erfindungsgemaBen Mittels aufzuzeigen. 
Die Aufgabe wird durch ein Mittel mit den Merkmalen des Anspruchs 1 sowie durch die Verwendungen nach den An- 
spriichen 20 und 21 gelost, wobei die Unteranspriiche vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung betrefFen. 

Die zur Herstellung und/oder Behandlung alkoholischer Getranke, insbesondere Wein oder Schaumwein, eingesetzten 

60 Spezies von Mikroorganismen und/oder Enzyme sind dadurch immobilisiert, daB diese im Innern einer Mikrokapsel ent- 
halten sind, und daB eine Hullmembran das Kapselinnere vollstandig umschlieBt. Ein Austreten der Mikroorganismen 
bzw. Enzyme wird dadurch verhindert, daB die Hullmembran fur diese Mikroorganismen bzw. Enzyme nicht durchlassig 
ist. Urn eine Stoffumsetzung zu gewahrleisten, ist die Hullmembran fur die umzusetzenden Stoffe (Ediikte), wozu auch 
die fur die Mikroorganismen notwendigen Nahrstoffe zahlen, beispielsweise Glucose, und fur zumindest einen Teil der 

65 erzeugten bzw. umgewandelten Stoffe (Produkte), beispielsweise Alkohol und Kohlendioxid, durchlassig. Die Anforde- 
rungen an die Durchlassigkeit und die mechanische Stabilitat werden durch eine Hullmembran erfullt, die mindestens 
zwei radial ubereinander angeordneten Schichten aufweist, wobei jede Schicht alle radial darunter angeordnete Schich- 
ten vollstandig umschlieBt. Vorteilhaft sind die einzelnen Schichten ionisch und/oder kovalent miteinander verbunden. 





2 



I^^E 198 34 262 A 1 



r 



Erst dieser mehrschichtige Aufbau erlaubt die dauerhafte Immobilisierung der Zellen bzw. Enzyme fur die Herstellung 
und/oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke, wie Wein oder Schaumwein. So wird etwa ein Auswachsen der Hefen 
und eine hiermit einhergehende Zerstorung der Mikrokapseln effektiv verhindert. Durch die hohe mechanische Stabilitat 
lassen sich die Mikrokapseln auch in groBeren Bioreaktoren einsetzen, ohne daB die Mikrokapseln zerdriickt werden 
oder platzen. Diese erhohte Stabilitat ermoglicht auch das Kapselinnere zu verfliissigen, ohne daB die Mikrokapseln hier- 5 
durch mechanisch zu instabil werden. Dariiber hinaus kann durch eine geeignete Auswahl der mindestens zwei Schich- 
ten die Durchlassigkeit der Hullmembran gezielt eingestellt werden, was fiir die Immobilisierung von Enzymen von ent- 
scheidender Bedeutung ist. 

Bevorzugt weisen nicht nur die auBeren Schichten, sondem auch die innerste Schicht der Hiillmembran keine der im 
Innern der Mikrokapseln enthaltenen Zellen bzw. Enzyme auf. io 

Bevorzugt bestehen rnindestens zwei Schichten der Hiillmembran aus unterschiedlichen Substanzen. So kann bei- 
spielsweise eine auBere Schicht (Stutzschicht) aus einer Substanz bestehen, die eine hohe mechanische Stabilitat der Mi- 
krokapseln gewahrleistet, wahrend eine innere Schicht (Regelschicht) aus einer Substanz besteht, die eine gezielte Ein- 
stellung der Durchlassigkeit dieser Schicht und damit der Hiillmembran ermoglicht. 

Nach einer vorteilhaften Ausfuhrungsform sind die im Innern der Mikrokapsel enthaltenen Zellen bzw. Enzyme in ei- 15 
ner Matrix eingebettet. Diese Matrix kann aus einer Algmat-Verbindung eines mehrwertigen Kations, beispielsweise 
Calcium, Strontium, Barium, Aluminium oder/und Eisen aufgebaut sein. 

GemaB einer anderen vorteilhaften Ausfuhrungsform sind die Zellen bzw. Enzyme im Innern der Mikrokapsel in einer 
Flussigkeit frei beweglich, was insbesondere zum Erhalt der naturlichen Konformation der Enzyme von \forteil ist. Hier- 
durch bleibt trotz der Immobilisierung die natiirliche Aktivitat der Zellen bzw. Enzyme erhalten. Werden die Mikrokap- 20 
seln durch Ausfallung von Tropfen einer die Zellen bzw. Enzyme enthaltenden Losung mittels eines Vernetzungsmittels 
hergestellt, kann nach Anbringen der Schichten der Hiillmembran das Kapselinnere wieder verfliissigt werden. Besteht 
die Substanz der Matrix im Kapselinneren beispielsweise aus Calcium- Alginat, so kann das mehrwertige Metallkation 
gegen einwertige Kationen, beispielsweise Natrium oder Kalium, ausgetauscht werden, um das Innere der Mikrokapsel 
wieder zu verfliissigen. Daher ist es bevorzugt, daB mindestens eine Schicht der Hiillmembran aus einer von der die Zel- 25 
len bzw. Enzyme einbettenden, die Matrix bildenden Substanz unterschiedlichen Substanz besteht. Bei bekannten Mi- 
krokapseln, deren einschichtige Hiillmembran aus der gleichen Substanz wie die Matrix im Kapselinneren besteht, ist 
diese Verflussigung des Kapselinneren nicht moglich, da sich hier auch die Hiillmembran auflosen wiirde. 

Bei der Verwendung eines mittels mehrwertiger Kationen vernetzbaren Substanz, beispielsweise Alginat mittels Cal- 
cium, ist der Austausch der mehrwertigen Kationen gegen einwertige Kationen weiterhin dadurch von \brteil, daB mehr- 30 
wertige Kationen, wie Calcium, in der Regel bei der Weinherstellung unerwiinscht sind. So kann beispielsweise eine Ma- 
trix aus Calciumalginat durch Einbringen der Mikrokapseln in eine waBrige Natriumcitrat enthaltende Losung, was einen 
Austausch der Calcium-Ionen gegen Natrium-Ionen bewirkt, verfliissigt werden. Diese Mikrokapseln, beispielsweise in 
der Weinherstellung eingesetzt, binden bevorzugt mehrwertige Ionen aus dem umzusetzenden Substrat, wie Traubensaft, 
was von vorteilhafter Wirkung ist. Weist die Matrix dieser Mikrokapseln wieder einen zu hohen Gehalt an mehrwertigen 35 
Kationen auf, so kann durch Behandlung mit einer einwertige Kationen enthaltenden Losung diese wieder regeneriert 
werden. 

Mikrokapseln mit einer Hiillmembran sowohl aus einer Schicht als auch aus mehreren Schichten sind in der Medizin 
zur Irnmobilisierung von Zellen bzw. Enzymen bekannt. So wurden Langerhanssche Zellen in einer Mikrokapsel einge- 
schlossen, deren Hiillmembran aus einer aus Alginat und Poly-I^Lysin bestehenden Schicht aufgebaut war (F. Lim et. 40 
al., Science, 210 (1980) 908-910). In der EP-A-681834 wurden Mikrokapseln, deren Hullmembran aus mehreren 
Schichten aufgebaut ist, zum Einsetzen in Gewebe von Lebewesen beschrieben. An solche Mikrokapseln werden Anfor- 
derungen an die Gewebevertraglichkeit, eine geringe Immunreaktion und an die Einsetzbarkeit in lebendes Gewebe ge- 
stellt. 

^ Durch eine Optimierung des Aufbaus von Mikrokapseln mit mehrschichtiger Hullmembran im Hinblick auf die Her- 45 

W§ stellung bzw. Behandlung alkoholhaltiger Getranke, lassen sich vorteilhaft entsprechende Mikroorganismen, wie in der 
alkoholischen Garung eingesetzte Hefen oder Milchsaurebakterien, und/oder Enzyme immobilisieren. Insbesondere 
muB bei der Immobilisierung von Hefen zur alkoholischen Garung die Stabilitat trotz der Produktion von Kohlendioxid 
und einem raschen Wachstum der Hefezellen gewahrleistet sein. Dies wird durch Mikrokapseln mit Hullmembranen, die 
mindestens zwei radial ubereinander angeordnete Schichten aufweisen, erreicht. 50 

Das erfindungsgemaBe Mittel hat gegeniiber in der Herstellung von alkoholischen Getranken bekannten Mitteln den 
Vorteil, daB die eingeschlossenen Zellen bzw. Enzyme dauerhaft immobilisiert sind und sich aufgrund der einfachen 
Handhabung bequem dosiert zugeben und auch einfach, rasch und vollstandig aus dem Produkt entfernen lassen. Damit 
ist eine gezielte Beeinflussung der einzelnen Herstellungsschritte ohne eine Beeintrachtigung der Qualitat des Produktes 
moglich. Dariiberhinaus lassen sich die Zellen bzw. Enzyme enthaltenden Mikrokapseln wiederverwenden, was insbe- 55 
sondere bei teuren Enzymen zu einer Kosteneinsparung fuhrt. Weiterhin ist aufgrund der selbst bei sedimentierten Mi- 
krokapseln zwischen den Kapseln vorhandenen Hohlraumen sowie der leichten Beweglichkeit der Mikrokapseln in einer 
Flussigkeit ein guter Stoffaustausch, insbesondere Gasaustausch bei der alkoholischen Garung, gewahrleistet. 

Es kann vorteilhaft sein, die Hullmembran undurchlassig fiir sich auBerhalb der Mikrokapsel befindliche Wirkstoffe 
und/oder Mikroorganismen zu gestalten, die die im Kapselinneren enthaltenen Zellen bzw. Enzyme in ihrer Aktivitat be- 60 
eintrachtigen konnten. So produzieren manche Spezies von in der Weinherstellung eingesetzten Hefen Toxine, die fur an- 
dere Spezies von Mikroorganismen schadlich sind. Durch Verwendung von Mikrokapseln, deren Hullmembran fur sol- 
che Toxine nicht durchlassig ist, lassen sich solche Mikroorganismen bzw. Enzyme gemeinsam in beispielsweise der 
Weinherstellung einsetzen. 

Nach einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalten die Mikrokapseln als Mikroorganismen rnindestens eine bei der 65 
Weinherstellung eingesetzte Hefespezies. 

Nach einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist in den Mikrokapseln mindestens eine Spezies von Milchsaure- 
bakterien enthalten, die beim biologischen Saureabbau zur Weinbehandlung eingesetzt werden. 
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Verfahren zum Entsauern von Wein unter Verwendung von in Calcium-Alginat immobilisierten Zellen der Spezies 
Uuconostoc oenos smd aus der US 4,380,552 bekannt. Jedoch weisen diese KUgelchen keine HuUmembran auf so S 
eme ausreichende Stabihtat und ein Auswachsen der Zellen nicht gewahrleistet ist 

Als Mittel zur Herstellung bzw. Behandlung von alkoholischen Getranken eignen sich vorteilhaft Mikrokapseln die 
msbesondere be, der We.n- oder Scbaumweinherstellung eingesetzte Enzyme, w7e Pektinasen, GlacanaS^Suc'oti 
dasen, Proteasen oder/und Glucose-Fructose-Isomerasen enthalten. 

Es kann von Vorteil sein, in einer Mikrokapsel sowohl Zellen als auch ein oder mehrere Enzyme zu immobilisieren 
Zum einen kann dies die Handhabung erleichtern, zum anderen kann dies insbesondere dann die^uktiSerSn 
wenn e,n Produkt der Mikroorganismen bzw. Enzyme von den anderen in der Mikrokapsel enthaltenen mSc^Ss-' 
Z?™7^ ZV *t w *f rum S e * et2t ™*-< So lassen vorteilhaft Spezies von in der Weinherstellung eingesetzten He- 

™t I ^dlungsstoffe, wie Hefezellwandpraparate oder/und Glucose-Fnictose-Isomerasen gemeinsam inS- 
P a mmobl ^ ren - Neben einer Erhobung der Aktivitat der eingesetzten Hefen lassen sich so die einzuset- 
zenden Mengen der zum Ted teuren Behandlungsstoffe reduzieren 

JL^r ^^P 86 ! , , assen si <* aUCh die Aktivitat der immobilisierten Zellen bzw. Enzyme steigemde Stoffe ein- 
rinlf^h f R elswels e bekannt - *** die Aktivitat der Milchsaurebakterien mit steigendem SauregehaltT 
^T;ErT t ? nS K^ ? ln !f au stauschers in eine Milchsaurebakterien enthaltende Mikrokapsel, laBt sich am 

Sen nlJ 1 H a ^^"f h uT* A ™*» sch vom Hydroniumionen gegen beispielsweise Kanumionen 7- 

v^Z^ w > v, T f k^urebakterien steigern. Weitere Beispiele von die Aktivitat steigernder Stoffe sind 
Vitamine, wie Vitamin B i, oder wachstumsfbrdemde Proteine. 
Vorzugsweise ist mindestens eine Schicht der Hullmembran aus mindestens einem Polymer aufgebaut. Als Polymer 
pT ein .^^^Plex, der aus mindestens einem Polykation Z einem PotyanTon beS 
Geeignete Polyanionen sind beispielsweise Polyacrylsaure, Polymethacrylsaure, Polyvinylsulfonsaure, Polyvinylp- 
^TT'Z ^ ose -?f ri 1 ^ te J insbesondere Carboxymethylcellulose oder Lllulose-SchwefeSS- 
sto Schellack oder Bestandteile von Schellack, wie Aleuritinsaure oder Shellolsaure. Geeignete Polykationen sind bei- 
spielsweise Polyethylemmin, Polydimethyldiallylammonium, Poly-L-Lysin oder Chitosan 

Vorteilhaft weisen die Polyanionen bzw. Polykationen einen mittleren Polymerisationsgrad von fiber 100 vorzues- 
S™^. 1 " 8 15 f 0 - a ^- Z "g^ftenEinsteUungderDurchJ^sigkeitderHu^ 

lassigkeit besummende Schicht (Regelschicht) bevorzugt Polymere mit einer engen Molmassenverteilung beispS- 

dTfnw^ ^ he n P ° ly " le ^^ mP ^, aUS ™y**y^ oder Polymethacrylsaure mit PolyemylenS, veTen- 
deL So .wurde die Durchlassigkeit fur em kleines Protein der GroBe von etwa 60 kD durch eine Regelschicht aus FWy- 
ethylemimn (PEI) (Molmasse 1 .000.000) und Polyacrylsaure (PAS) ermittelt. In Tabelle 1 ist der aus den SS*3h 
diffundierte Anteil des Proteins in Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad von PAS nach 60 Stunden SchuS^e- 
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Tabelle 1 

Durchlassigkeit der Regelschicht fur ein 60 kD Protein in Abhangigkeit von der Molmasse des Polyanions als Natrium- 

Polyacrylat (NaPAS) 



Regelschicht 


Molrnasse von 
NaPAS 


Polymerisations- 
arad 


Durchlassigkeit 
nach 60 Stunden 


PEI/ PAS 


20.000 


215 


8.4 % 


PEI/ PAS 


60.000 


645 


18.9 % 


PEI/ PAS 


170.000 


1828 


93.1 % 



Wie aus Tab. 1 ersichdich ist, wird die Durchlassigkeit der Regelschicht durch die Polyionen, hier als Polyanion Po- 
lyacrylsaure bestimmt, die ernen kleinen Polymerisationsgrad aufweisen, wahrend die Gegenionen, hier als PoTyStion 
Polyethylemmin, mit emem hohen Polymerisationsgrad das Geriist bilden. Bei gleichem Ctegenion weiTen PolyXro 
SSTTr^ "* 5° h r P 01 ^^^ eine hohere Festigkeit als sofche mit medr^gem PorX 

S^f", Gegem ° nen ' GerUSt bUden ' das ™ ch Kronen mit kleinerem Polymerisationsgrad 
anlagem, sind Polyionen nut einem Polymerisationsgrad uber 50.000 bevorzugt ^"iiagraa 

„H Z ^ I f lm< ! biliSienin ?^ E ^ Z ^ Clen ist ^^estens eine Regelschicht mit einem Polymerisationsgrad des Polyanions 
oder Polykations von 100 bis 1.000 bevorzugt, wobei die das Geriist bildenden Gegenionen, Polyionen bzw Polya- 
nionen hohere Polymensationsgrade aufweisen. Zur Immobilisierung von Mikroorganismen, wie Hefen sind dagegen 
hohere Polymensationsgrade ausreichend; bevorzugt sind hier Polymerisationsgrade des Po yanions oL Polykations 
S^en h«h Ch ^ V °P ^ ^ 15 000 ' wobei auch «« die Geriist bildenden GeSonen, r^kBO^S^SSS 

isssa^ P 2ssrasr^ Po,yionen ■* hohen ™y^«™^ ^ 

Fur die die Festigkeit bestimmende Schicht (StUtzschicht) werden vorteilhaft Polyelektrolytkomplexe synthetischer 
Polykationen bzw Polyanionen mit hohen Polymerisationsgraden von tiber 10.000 verwendeTvoSaftTaTse^ 
auch naturhche Polykaaonen und -anionen, wie Alginsaure und Chitosan oder Cellulose-Derivate, verwenSn bei denen 
sich erne breite Molmassenverteilung nicht storend auswirkt. verwenaen, Dei aenen 

In der Tabelle 2 sind Beispiele fur Substanzen der Schichten der Hullmembran aufgefuhrt, wobei in der ersten Zeile je- 



4 




198 34 262 A 1 



weils angegeben ist, ob sich dieser Aufbau bevorzugt zur Immobilisierung von Hefen und/oder Enzymen eignet. Der 
Kern kann zur Immobilisierung ein Alginat aufweisen, das nach Anbringen der Schichten verflussigt werden kann. In 
den Spalten der Tab. 2 ist jeweils der Schichtaufbau von Innen nach AuBen angegeben. Mit einer groBeren Anzahl an 
Schichten, beispielsweise 4 oder mehr Schichten, kann eine noch hohere Stabilitat der HuUmembran erzielt werden. 

Tabelle 2 



Beispiele fur dem Schichtaufbau der HuUmembran bei irnmobilisierten Hefen und/oder Enzymen (Alg = Alginat, Chit = 
Chitosan, CMC = Carboxymethylcellulose, PAS = Polyacrylsaure, PEI - Polyethylenimin) 
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Enzyme 
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1. Schicht 


PEI/ CMC 


PEI/ CMC 


Chit/ PAS 


Chit/ PAS 


PEI/ PAS 


PEI/ PAS 


2. Schicht 


PEI/ CMC 


PEI/ CMC 


Chit/ CMC 


Chit/ CMC 


PEI/ CMC 


PEI/ CMC 


3. Schicht 




PEI/ CMC 




Chit/ CMC 




PEI/ Alg 



Daruber hinaus eignen sich als Polymere fur den Aufbau einer Schicht der HuUmembran auch Naturkautschuk, Poly- 
styrol oder/und Polymethylmethacrylat oder deren Gemisch mit einem oder mehreren Polyelektrolytkomplexen. 

Die Erfindung betrifft auch zwei Verwendungen des erfindungsgemaBen Mittels. So laBt sich das Mittel zur Herstel- 
lung von Bier verwenden. Hierfur sind Mikrokapseln mit ZeUen von einer oder mehrerer in der BierhersteUung einge- 
setzter Spezies von Hefen zu verwenden. Ebenso laBt sich das Mittel zur HersteUung niedermolekularer Alkohole, wie 25 
Methanol oder/und Ethanol, verwenden, wobei Mikrokapseln mit fur die Alkoholerzeugung in hohen Ausbeuten geeig- 
neten Hefen Verwendung finden. 

Zur HersteUung und/oder Behandlung von beispielsweise Wein unter Verwendung des erfindungsgemaBen Mittels 
sind die Mikrokapseln in einen Trauben-, Beeren- und/oder anderen Fruchtsaft, beispielsweise Apfelsaft, oder einen 
Wein, einzubringen. Die Mikrokapseln verbleiben solange in der Losung, bis die teilweise oder voUstandige Umsetzung, 30 
beispielsweise die alkoholische Garung, stattgefunden hat. AnschlieBend werden die Mikrokapseln aus der Losung ent- 
fernt. 

Gegenuber bekannten Verfahren, bei der die eingesetzten Mikroorg ani smen bzw. Enzyme abfiltriert werden miissen, 
weist dieses Verfahren den entscheidenden Vorteil auf, daB sich die im HersteUungs- bzw. BehandlungsprozeB eingesetz- 
ten ZeUen bzw. Enzyme im letzten Schritt des Verfahrens einfach, rasch und voUstandig entfernen lassen. Damit ist die 35 
Verweilzeit der Mikroorganismen bzw. Enzyme in der Losung sehr genau einsteUbar. 

Aufgrund der GroBe der Mikrokapseln, bevorzugt sind Durchmesser von einem halben bis wenigen Millimetern, las- 
sen sich die Mikrokapseln einfach und voUstandig aus der Losung entfernen. Hierfur eignen sich mechanische Verfahren, 
beispielsweise mittels eines Siebes, oder Dekantieren der uberstehenden Fliissigkeit nach vorheriger Sedimentation der 
Mikrokapseln. Bei diesen Arten der Entfernung werden die Mikrokapseln nicht zerstort, so daB diese ggf. nach zwi- 40 
schenzeidicher Aufbewahrung in einer Nahrlosung wiederverwendet werden konnen. Insbesondere bei teuren Enzymen 
konnen hierdurch Produktionskosten gesenkt werden. 

Vorteilhaft wird die Losung zumindest im Bereich der Mikrokapseln so temperiert, daB die ZeUen bzw. Enzyme eine 
optimale Aktivitat aufweisen, wobei eine mogUche Beeinflussung der QuaUtat des Produktes zu beriicksichtigen ist. 

Es lassen sich verschiedene in Mikrokapseln immobUisierte Mikroorganismen bzw. Enzyme gjeichzeitig oder/und 45 
zeitlich versetzt einsetzen. Bei einem zeitlich versetzten Einsatz lassen sich die verschiedenen Mikrokapseln nacheinan- 
der der Losung zugeben und gemeinsam entfernen oder die Verfahrensschritte Einbringen, Verweilen, Entfernen werden 
mit der selben Losung unter Verwendung verschiedener in Mikrokapseln immobilisierter ZeUen bzw. Enzyme nachein- 
ander mehrfach durchlaufen. Der Einsatz unterschiedUcher Mikroorganismen bzw. Enzyme kann somit gezielt zur Erho- 
hung der Komplexitat etwa eines Weines genutzt werden. 50 

Als Bioreaktor zur HersteUung von niedermolekularen Alkoholen, insbesondere Ethanol, oder alkoholischen Getran- 
ken, insbesondere Wein oder Schaumwein, kann ein FlieBbettreaktor, in dem die erfindungsgemaBen Mittel enthalten 
sind, verwendet werden. Geeignete Reaktortypen werden auch in LUders, "Technologie mit immobiUsierten Hefen", 
Brauwelt 1994, 57 aufgezeigt. 

Der Bioreaktor kann auch mindestens eine Rdhre aufweisen, in der die Mikrokapseln enthalten sind. \brteilhaft sind 55 
die beiden Offhungen der Rohre mit die Mikrokapseln zuruckhaltenden Sieben verschlossen. Hierdurch entfaUt ein Ab- 
trennen der Mikrokapseln aus der umgesetzten Losung. Der Durchmesser geeigneter Rohren liegt bevorzugt im Bereich 
von einem bis mehreren Zentimetern. 

Die umzusetzende Fliissigkeit wird durch die Rohre geleitet, wobei mehrere Rohren paraUel oder/und in Serie mitein- 
ander vcrbunden sein konnen. Bei einem gleichzeitigen Einsatz von verschiedenen in Mikrokapseln irnmobilisierten Mi- 60 
kroorg ani smen bzw. Enzymen sind Rohren gleichen Inhaltes bevorzugt parallel miteinander verbunden, wobei Gruppen 
von parallel miteinander verbundenen Rohren unterschiedlichen Inhaltes in Serie zusammengeschlossen sind. Es kann 
auch vorteilhaft sein, einzelne Rohren in Serie miteinander zu verbinden, so daB die Losung die Rohren nacheinander 
durchflieBt. 

Zur Optimierung der Aktivitat der eingesetzten Mikroorganismen bzw. Enzyme ist es vorteilhaft das Innere der Ron- 65 
ren, also die Mikrokapseln und die sie umgebende Losung, zu temperieren. Hierzu weist eine einzelne Rohre oder Grup- 
pen von Rohren vorteilhaft einen gemeinsamen temperierbaren Mantel auf. Durch Kuhlung der in den Rohren einge- 
schlossenen Mikrokapseln laBt sich die Aktivitat der ZeUen bzw. Enzyme gezielt erniedrigen. 
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In einer Anlage zur Herstellung von niedermolekularem Alkoholen, insbesondere Ethanol, die mindestens einen Bio- 
reaktor enthalt, gelangt die zu vergarende, glucosehaltige Russigkeit aus dem Vorratstank in den Mischer. Dort wird sie 
mit dem RuckfluB aus dem Erhitzer gemischt und dann in den mit Mikrokapseln befuUten Bioreaktor gefuhrt, wo die ei- 
gentliche Umwandlung von Kohlenhydraten in Alkohol stattfindet. Der Alkohol wird dann im Heizbehalter und in der 

5 Destillierkolonne abgetrennt und im AuffanggefaB fur das Hauptprodukt gesammelt. Die Trennung des Alkohols von der 
restlichen Russigkeit geschieht unter Ausnutzung des unterschiedlichen Siedepunktes. Die Restfliissigkeit aus dem Er- 
hitzer kann nach dem Abkuhlen im Warmetauscher wieder im Mischer mit frischer Russigkeit angereichert werden und 
erneut in den Bioreaktor gelangen. Urn eine UbermaBige Glucoseverdunnung der sich im Kreislauf befindlichen Russig- 
keit zu vermeiden, wird ein Teil des waBrigen Anteils regelmaBig entfernt und als Nebenprodukt in einem AuffanggefaB 

10 gesammelt. 

Eine Anlage zur Herstellung alkoholischer Getranke weist einen stark vereinfachten Aufbau auf. Die zu vergarende 
Russigkeit wird aus einem VorratsgefaB in einen erfindungsgemafien Bioreaktor gefuhrt, wo die Russigkeit verweilt 
oder durch beispielsweise einen Rohrenreaktor zirkuliert. Das alkoholhaltige Produkt wird nach einer fiir eine teilweise 
Oder vollstandige Umsetzung erforderlichen Zeit aus dem Bioreaktor in ein AuffanggefaB geleitet. 

15 Weitere Einzelheiten der Anlagen lassen sich dem nachfolgenden Beschreibungsteil entnehmen, in dem anhand der 
Zeichnung ein Ausfuhrungsbeispiel naher erlautert ist. Die beigefugte Figur zeigt den schematischen Aufbau einer kon- 
tinuierlichen Anlage zur Alkoholherstellung. Die zu vergarende Russigkeit wird aus einem Vorratsbehalter (1) in einen 
Mischer (2) gefuhrt, wo sie sich mit der aus dem Erhitzer (4) ruckflieBenden RUssigkeit vermischt. Dieses Gemisch wird 
im Bioreaktor (3) von in dem erfindungsgemafien Mittel immobilisierten Hefen zu Alkohol umgesetzt. Die alkoholhal- 

20 tige RUssigkeit wird in einen Erhitzer (4) gefuhrt. Aus ihm wird eine Alkohol enthaltende Gasphase in eine Destillierko- 
lonne (5) geleitet Dort wird der im Vergleich zu Wasser verschiedene Siedepunkt des Alkohols zur Anreicherung des Al- 
kohols ausgenutzt, der im AuffanggefaB fur das Hauptprodukt (6) gesammelt wird. Der alkoholarme Teil der vorgegarten 
Russigkeit wird aus dem Erhitzer herausgefuhrt, in einem Warmetauscher (8) gekuhlt und in den Mischer (2) zuruckge- 
leitet Damit die sich im Kreislauf befindliche RUssigkeit einen Mindestgehalt an umzusetzenden Stoffen, insbesondere 

25 Glucose, behalt, wird ein Teil des waBrigen Anteils regelmaBig aus dem Erhitzer (4) entfernt und als Nebenprodukt in ei- 
nem AuffanggefaB (7) gesammelt. 

Beispiel zur Herstellung von Mikrokapseln 

30 5 g Natriumalginat (Fa. Kelco, Hamburg) wurden in 700 ml Wasser gelost. In diese Losung wurde anschlieBend 70 g 
Trockenhefe (Oenoform, Fa. Erbsloh, Geisenheim) eingeruhrt. Diese Suspension wurde in eine 0,6%-ige Calciumchlo- 
rid-L6sung getropft. Nach einigen Minuten Aushartezeit wurden die die Hefezellen in einer Calcium- Alginat-Matrix ent- 
haltenden Kugelchen erst mit Wasser und dann mit einer waBrigen 0,05%-igen Losung von Polyethylenimin (mittlere 
Molmasse 1 Mio., Fa. Ruka) und anschlieBend mit einer waBrigen 0,06%-igen Losung von Carboxymethylcellulose 

35 (mittelviskos, Fa. Ruka) gewaschen. AnschlieBend wurden die so erhaltenen Mikrokapseln mit Wasser gewaschen und 
dann nochmals in die Polyemylenimin- und die CarboxymethylceUulose-Losung eingebracht. Nach dem Spulen mit 
Wasser wurden die Mikrokapseln in Wasser gelagert. Die Mikrokapseln wiesen eine zweischichtige HUllmembran auf, 
wobei jede Schicht aus dem Polyelektrolytkomplex Polyethylenimin/CarboxymethylceUulose bestand. Dadurch, daB 
erst die Zellen aufweisenden Calcium-Alginat-Kugelchen hergestellt wurden und anschlieBend die Schichten der HUU- 

40 membran aufgebracht wurden, wiesen die Schichten der Hullmembran keine Hefezellen auf, die aus den Mikrokapseln 
herauswachsen konnten. Die so immobilisierten Hefen wiesen die gleiche Aktivitat wie in unbeschichteten Calcium-Al- 
ginat-Kugelchen immobilisierte Hefen auf. 
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Patentanspriiche 



1 . Mittel zur Herstellung und/oder Behandlung alkoholhaltiger Getranke, insbesondere Wein oder Schaumwein, 
bestehend aus Mikrokapseln, die jeweils mindestens eine das Kapselinnere vollstandig umschlieBende Hullmem- 
bran aufweisen, wobei das Kapselinnere Zellen mindestens einer Spezies von Mikrocaganismen und/oder ein oder 
mehrere Enzyme umfaBt, und 

50 wobei die Hullmembran fur die im Kapselinneren eingeschlossenen Zellen bzw. Enzyme nicht durchlassig ist, und 

wobei die HUllmembran fur die von den Zellen bzw. Enzymen umzusetzenden Edukte und fur zumindest einen Teil 
der von den Zellen bzw. Enzymen umgesetzten Produkte durchlassig ist, 

dadurch gekennzeichnet, , . 

daB die Hullmembran mindestens zwei radial ubereinander angeordnete Schichten aufweist, wobei jede Schicht alle 
55 radial darunter angeordnete Schichten vollstandig umschlieBt. 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens zwei Schichten der Hullmembran aus unter- 
schiedlichen Substanzen bestehen. 

3. Mittel nach einem Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die im Innem der Mikrokapsel enthaltenen 
Zellen bzw. Enzyme in einer Matrix eingebettet sind. 

60 4. Mittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix eine Alginat-Verbindung eines mehrwertigen 

Kations aufweist. 

5. Mittel nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens erne Schicht der Hullmembran aus ei- 
ner von der die Zellen bzw. Enzyme einbettenden, die Matrix bildenden Substanz unterschiedliclien Substanz be- 

steht. . . 

65 6. Mittel nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix im Innem der Mikrokapsel verfiussigt ist. 

7. Mittel nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Schichten kovalent oder/und io- 
nisch miteinander verbunden sind. 

8. Mittel nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Hullmembran fiir auBerhalb der 
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Mikrokapsel befindliche WirkstofFe und/oder Mikroorganismen, die die im Kapselinneren enthaltenen Zellen bzw. 
Enzyme in ihrer Aktivitat beeintrachtigen, nicht durchlassig ist. 

9. Mittel nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB im Inneren der Mikrokapsel Zellen 
mindestens einer Spezies von in der alkoholischen Garung, vorzugsweise bei der Weinherstellung, eingesetzten He- 
fen enthalten sind. 5 

10. Mittel nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB im Inneren der Mikrokapsel Zellen 
mindestens einer Spezies von im biologischen Saureabbau bei der Weinbehandlung eingesetzten Milchsaurebakte- 
rien enthalten sind. 

11. Mittel nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB im Inneren der Mikrokapsel ein 
oder mehrere Enzyme aus der Gruppe der Pektinasen, Glucanasen, P-Glucosidasen, Proteasen oder/und Glucose- 10 
Fructose-Isomerasen enthalten sind. 

12. Mittel nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB im Inneren der Mikrokapsel Zellen 
von mindestens einer Spezies von Mikroorganismen und mindestens ein Enzym enthalten sind. 

13. Mittel nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB im Inneren der Mikrokapsel Zellen mindestens einer 
Spezies von in der Weinherstellung eingesetzten Hefen sowie mindestens ein Hefezellwandpraparat oder/und eine 15 
Glucose-Fructose-Isomerase enthalten sind. 

14. Mittel nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB im Inneren der Mikrokapsel neben 
den Zellen bzw. Enzymen mindestens ein die Aktivitat der Zellen bzw. Enzyme steigernder Stoff enthalten ist. 

15. Mittel nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine Schicht der Hull- 
membran aus mindestens einem Polymer aufgebaut ist. 20 

16. Mittel nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymer ein Polyelektrolytkomplex ist. 

17. Mittel nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB der Polyelektrolytkomplex mindestens ein Polyanion 
aus der Gruppe Polyacxylsaure, Polymethacrylsaure, Polyvinylsulfonsaure, Polyvinylphosphonsaure, Alginsaure, 
Cellulose-Derivate, insbesondere Carboxymethylcellulose oder Cellulose-Schwefelsaureester, Schellack oder Be- 
standteile von Schellack, wie Aleuritinsaure oder Shellolsaure, und mindestens ein Polykationaus der Gruppe Poly- 25 
emylemmin, Polydimethyldiallylammonium, Chitosan oder Poly-L-Lysin aufweist. 

18. Mittel nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, daB das Polyanion oder das Polykation einen mitt- 
leren Polymerisationsgrad von 100 bis 15.000 aufweist, wobei das Polykation bzw. Polyanion als Gegenion einen 
mittleren Polymerisationsgrad von iiber 50.000 aufweist. 

19. Mittel nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymer Polystyrol, Polymethylmethacrylat oder/ 30 
und Naturkautschuk oder deren Gemisch mit einem oder mehreren Polyelektrolytkomplexen ist. 

20. Verwendung eines Mittels nach einem der Anspriiche 1 bis 19 zur Herstellung von Bier, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Mikrokapseln Zellen einer oder mehrerer in der Bierherstellung eingesetzter Spezies von Hefen enthal- 
ten. 

21. Verwendung eines Mittels nach einem der Anspriiche 1 bis 19 zur Herstellung von niedermolekularen Alkoho- 35 
len, vorzugsweise von Ethanol, dadurch gekennzeichnet, daB die Mikrokapseln Zellen einer oder mehrerer Hefespe- 
zies enthalten, die die Erzeugung des Alkohols in hohen Ausbeuten ermoglichen. 
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